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Abkürzungsverzeichnis  
A549   Typ II-Pneumozyten-Zelllinie 
ATP   Adenosintriphosphat 
BAL   bronchoalveoläre Lavage 
BCL2   B-cell lymphoma 2 
BCL2A1   Bcl-2-related protein A1 
CD206   mannose receptor C type 1 
CFU   colony forming unit 
CXCL1   C-X-C motif chemokine ligand 1 
ΔdotA   Legionellenmutante ohne funktionelles dot/icm Sekretionssystem 
ΔflaA   Flagellin-defiziente Legionellenmutante 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DNase   Desoxyribonuklease 
dot/icm  defective in organelle trafficking/intracellular multiplication 
ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 
et al.   et alia 
fliC   Flagellin 
GM-CSF  Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor 
h   Stunde 
HEK293  human embryonic kidney 293 Zelllinie 
IcmK   deficient in organelle trafficking K 
IFN-γ   Interferon γ  
IκBα nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 
inhibitor, alpha 
IKK   IκB Kinase Komplex 
IL   Interleukin 
IL-1R   Interleukin-1 Rezeptor 
IRAK-1   Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 
JNK   c-Jun N-terminale Kinase 
L. pneumophila  Legionella pneumophila 
LCV   Legionella containing vacuole 
LPS   Lipopolysaccharid 
LTA   Lipoteichonsäure 
M1  klassisch aktivierte Makrophagen 
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M2  alternativ aktivierte Makrophagen 
mBMDM  murine bone marrow-derived macrophages 
miRNA   microRNA 
MOI   multiplicity of infection 
mRNA   messenger RNA 
Mycobacterium bovis M. bovis 
MyD88   myeloid differentiation primary response protein 88 
NF-κB   nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
NLR   Nod-like receptor 
OMV   outer membrane vesicle 
p.i.   post infection 
p38   p38-mitogenaktivierte Proteinkinase 
p65   v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (relA) 
Pam3CSK4  Pam3Cys-Ser-(Lys)4 
PAMP  pathogen-associated molecular pattern 
PMA   Phorbol-12-myristat-13-acetat 
pri-mir   primary miRNA 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNase   Ribonuklease 
SCID   severe combined immunodeficiency 
S. minnesota  Salmonella minnesota 
SAPK   stress activated protein kinase 
scr   scramble 
siRNA   small interfering RNA 
sRNA   small RNA 
T1SS   Typ 1 Sekretionssystem 
THP-1   humane, monozytäre Zelllinie 
TLR   Toll-like Rezeptor 
TNF-α   Tumornekrosefaktor α 
TRIF   TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 
UTR   untranslatierter Bereich  
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Zusammenfassung 
Gramnegative Bakterien treten über die Sekretion verschiedenster Moleküle mit ihrer Umwelt 
in Kontakt. Die Freisetzung von Proteinen und Nukleinsäuren kann aber nicht nur über die 
bakteriellen Sekretionssysteme vermittelt werden, sondern auch über outer membrane 
vesicles (OMVs) erfolgen. Diese kleinen, sphäroiden Membranvesikel werden von allen 
gramnegativen Bakterien gebildet und können über weite Entfernung wirken, da die zu 
transportierenden Proteine vor dem Abbau durch Proteasen geschützt sind. OMVs von 
Pathogenen können das angeborene Immunsystem aktivieren und immunmodulatorisch 
wirken.  
Legionella pneumophila (L. pneumophila) ist ein Auslöser schwerer, atypischer Pneumonien. 
Diese gramnegativen, stäbchenförmigen Bakterien kommen ubiquitär in der Umwelt vor und 
vermehren sich in Amöben. Die Inhalation von L. pneumophila führt in der humanen Lunge zur 
Infektion von Alveolarmakrophagen.  
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von L. pneumophila-OMVs auf humane und murine 
Makrophagen untersucht. Differenzierte THP-1-Zellen wurden mit steigenden Dosen OMVs 
behandelt, was zur TLR2-abhängigen proinflammatorischen Aktivierung der Zellen führte. Die 
Zytokinfreisetzung wurde durch TLR2-Aktivierung und nachfolgende Signaltransduktion über 
NF-κB vermittelt. Darüber hinaus wurde der Einfluss von OMVs auf eine nachfolgende 
Infektion mit L. pneumophila untersucht. In einer frühen Phase der Infektion führte die OMV-
Vorbehandlung der Makrophagen zu einem Rückgang der bakteriellen Replikation, 
wohingegen die Replikation im weiteren Verlauf der Infektion durch OMVs gesteigert wurde. 
Die Makrophagen waren permissiver für eine Infektion und hatten mehr Legionellen-Vakuolen 
pro Zelle. Der Anstieg der bakteriellen Replikation war unabhängig von den in den OMVs 
transportierten Proteinen oder Nukleinsäuren, konnte jedoch mit der Aktivierung von TLR2 in 
Verbindung gebracht werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die intrazelluläre 
Signaltransduktion über IRAK-1 und die nukleäre Translokation von p65 vermittelt wurde. Die 
Makrophagen reagierten mit verminderter Expression proinflammatorischer Gene auf eine 
Infektion mit L. pneumophila, wenn sie zuvor mit OMVs inkubiert wurden. Die Induktion der 
antiinflammatorischen microRNA-146a (miR-146a) nach OMV-Stimulation erfolgte TLR2- und 
NF-κB-vermittelt und resultierte in einer degradationsbedingten Abwesenheit von IRAK-1 in 
Makrophagen. Transfektionsexperimente zeigten, dass sowohl die Überexpression von miR-
146a als auch der siRNA-vermittelte knockdown von IRAK-1 die Legionellenreplikation steigern. 
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass L. pneumophila-OMVs potente 
proinflammatorische Aktivatoren für humane und murine Makrophagen sind und diese über 
TLR2 aktivieren. Die nachfolgende Infektion der Zellen mit L. pneumophila resultiert in einer 
gesteigerten Replikation, die miR-146a- und IRAK-1-abhängig ist. OMVs können so die 
bakterielle Replikation begünstigen und möglicherweise zur Ausbreitung der Infektion in der 
humanen Lunge beitragen.  
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Summary  
Gram-negative bacteria secrete various molecules to communicate with their environment. 
The secretion of proteins and nucleic acids cannot only be mediated via secretion systems, but 
also via outer membrane vesicles (OMVs). These small, spheroid membrane vesicles are 
produced by all Gram-negative bacteria and can deliver their cargo via long distances, as the 
transported proteins are protected from proteolytic degradation. OMVs from pathogenic 
bacteria can activate the innate immune system and can be immuno-modulatory. 
Legionella pneumophila (L. pneumophila) is a causative agent of severe, atypical pneumonia. 
These Gram-negative, rod-shaped bacteria occur ubiquitously and replicate in amoeba. 
Inhalation of L. pneumophila in human lungs leads to the infection of alveolar macrophages. 
In this work, the influence of L. pneumophila OMVs on human and murine macrophages was 
analyzed. Differentiated THP-1 cells were incubated with increasing OMV doses, which led to a 
TLR2-dependent pro-inflammatory activation of the cells. The cytokine secretion was induced 
through TLR2 activation and subsequent signal transduction via NF-κB. Furthermore, the 
impact of OMVs on a following infection with L. pneumophila was examined. In an early phase 
of infection, OMV pre-treatment of macrophages resulted in reduced bacterial replication, 
whereas at a later time point, replication was increased. Macrophages were more permissive 
for an infection and had more Legionella-containing vacuoles per cell. The increased bacterial 
replication was independent of the transported proteins and nucleic acids, but could be 
associated with TLR2 activation. Additionally, it could be shown that the intracellular signal 
transduction was mediated via IRAK-1 and the nuclear translocation of p65. Macrophages 
responded with a reduced expression of pro-inflammatory genes to an infection with 
L. pneumophila when they were pre-incubated with OMVs. The induction of the anti-
inflammatory microRNA-146a (miR-146a) after OMV stimulation was TLR2- and NF-κB-
mediated and resulted in a degradation-dependent absence of IRAK-1 in macrophages. 
Transfection experiments could demonstrate that the overexpression of miR-146a as well as 
the siRNA-mediated knockdown of IRAK-1 could induce L. pneumophila replication. 
In summary, the experiments demonstrated that L. pneumophila OMVs are potent pro-
inflammatory stimulators for human und murine macrophages and that they activate them via 
TLR2. The subsequent infection with L. pneumophila results in an increased bacterial 
replication which depends on miR-146a and IRAK-1. OMVs can hereby promote the bacterial 
replication and possibly lead to the spreading of the infection in human lungs. 
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1 Einleitung 
1.1 Sekretionssysteme gramnegativer Bakterien 
Prokaryoten treten über Sekretion verschiedenster Effektormoleküle mit ihrer Umwelt in 
Kontakt. Dafür haben sie eine beachtliche Anzahl unterschiedlicher, hochspezialisierter 
Strategien der Freisetzung jeglicher Substrate entwickelt. Sie können, abhängig von ihrer 
Umgebung und dem physiologischen Kontext in dem sie sich befinden, kleine Moleküle, 
Proteine und DNA abgeben um in ihrer Umgebung zu überleben (Cambronne und Roy 2006).  
In gramnegativen Bakterien unterscheidet man zwei Kategorien von Sekretionssystemen: 
solche, die sowohl die innere als auch die äußere bakterielle Membran überspannen und 
solche, die nur die äußere bakterielle Membran überspannen. Bis heute sind fünf 
Sekretionssysteme (Typ 1-4 und Typ 6) der ersten Kategorie beschrieben und lediglich eines 
der zweiten Kategorie (Typ 5). Der Transport von Substraten über beide Membranen dient 
dazu, die zu transportierenden Moleküle aus dem Zytoplasma in den extrazellulären Raum 
oder in eine Zielzelle zu sekretieren, sofern diese sich in unmittelbarer Nähe befindet. Die 
Sekretion bakterieller Effektoren über die innere Membran in den periplasmatischen Raum ist 
meist gefolgt von einem zweiten Transportschritt über die äußere Membran (Costa et al. 
2015).   
Die über Typ 1-Sekretionssysteme (T1SS) freigesetzten Effektoren dienen in pathogenen 
gramnegativen Bakterien häufig der Nährstoffbeschaffung oder der Virulenz, die Freisetzung 
erfordert Adenosintriphosphat (ATP). Die zu transportierenden Moleküle werden in einem 
Schritt über beide Membranen in den extrazellulären Raum transportiert (Kanonenberg et al. 
2013). Typ 2-Sekretionssysteme (T2SS) ermöglichen den Transport von ungefalteten 
Substraten, wie zum Beispiel Enzymen und Toxinen, in das Periplasma, um dort die Faltung zu 
gestatten, um dann in einem zweiten Schritt über die äußere Membran transportiert zu 
werden (Nivaskumar und Francetic 2014). Typ 3-Sekretiosnsysteme (T3SS) sind darauf 
spezialisiert, bakterielle Proteine in eukaryote Zellen über Poren in der Zielzellmembran 
einzubringen, um deren Funktion und Reaktion auf das Bakterium zu beeinflussen und so die 
bakterielle Kolonialisierung oder Invasion zu ermöglichen (Buttner 2012). Zur Freisetzung von 
DNA werden ausschließlich Typ 4-Sekretionssysteme (T4SS) genutzt, welche aber auch 
Proteine sekretieren können. Ihre bekannteste Funktion ist die Übertragung von Plasmid-DNA 
und die damit verbundene Übertragung von Antibiotikaresistenzgenen. Da Konjugation eine 
sehr verbreitete Fähigkeit von sowohl gramnegativen und grampositiven Bakterien als auch 
einigen Archaeen ist, ist dieses Sekretionssystem das am weitesten verbreitete (Alvarez-
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Martinez und Christie 2009). Das Typ 5-Sekretionssystem (T5SS) ist auch als Autotransporter-
System bekannt. Hier liegt das Substrat mit dem Poren-formenden Protein als Polypeptid vor. 
So kann das Polypeptid seine eigene Sekretion über die äußere Membran ermöglichen. Diese 
zweistufige Sekretion spielt eine Rolle bei der Virulenz, Zell-Zell-Adhäsion und Biofilm-Bildung 
(Leo et al. 2012). Toxische Effektorproteine werden in eukaryote und prokaryote Zielzellen 
mittels Typ 6-Sekretionssystem (T6SS) eingebracht, wobei der Mechanismus dem der Phagen 
ähnelt. Diese Art der Sekretion dient vorwiegend der Pathogenese (Ho et al. 2014). 
Durch diese Vielzahl an Sekretionsmaschinerien können die unterschiedlichsten Moleküle 
entweder zielgerichtet in Empfängerzellen eingebracht werden oder frei sekretiert werden und 
so über eine weite Entfernung wirken. 
1.2 outer membrane vesicles (OMV) 
Neben den Sekretionssystemen haben gramnegative Bakterien, genau wie eukaryote Zellen, 
die Möglichkeit, Membranvesikel abzugeben. Bei diesen als outer membran vesicles (OMV) 
bezeichneten Vesikeln, handelt es sich um 10-300 nm kleine, sphäroide Membran-
umschlossene Vesikel, die von der äußeren Membran gramnegativer Bakterien abgegeben 
werden. Diese Membran setzt sich aus einer Vielzahl an Phospholipiden und 
Membranproteinen zusammen und trägt darüber hinaus Lipopolysaccharid (LPS) auf der 
Oberfläche (Beveridge 1999; Ellis und Kuehn 2010). Das Lumen der Vesikel kann 
periplasmatische oder zytoplasmatische Proteine, RNA, DNA und Peptidoglykan enthalten 
(Kaparakis et al. 2010; Bonnington und Kuehn 2014; Fulsundar et al. 2014). Da die Komposition 
an Proteinen nicht exakt der der äußeren Membran und des periplasmatischen Raums 
entspricht, wird angenommen, dass es einen Sortiermechanimus für die Beladung von 
Proteinen in OMVs gibt (Kesty und Kuehn 2004; Choi et al. 2011). Die in OMVs freigesetzten 
Moleküle werden durch die umgebende Membran vor dem Abbau durch Proteasen und 
Nukleasen geschützt und können so längere Zeit in extrazellulärer Umgebung vorliegen. Somit 
können aktive Virulenzfaktoren über weite Entfernung wirken und werden nicht nur lokal am 
Infektionsherd gefunden (Dorward et al. 1991; Kolling und Matthews 1999; Horstman und 
Kuehn 2000; Chi et al. 2003). 
Gramnegative Bakterien setzen natürlicherweise in allen Wachstumsphasen und unter allen 
Wachstumsbedingungen OMVs frei (Kuehn und Kesty 2005; Manning und Kuehn 2013), jedoch 
sind die molekularen Mechanismen noch nicht vollständig bekannt. OMVs sind nicht die Folge 
von Zelllyse oder -tod; sie werden reichlich in Bereichen gebildet, in denen sich das Bakterium 
teilt (Devoe und Gilchrist 1973; Gamazo und Moriyon 1987). Des Weiteren gibt es 
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Untersuchungen, welche die Entstehung von OMVs mit Stress assoziiert haben (McBroom und 
Kuehn 2007). Dabei wurden unter anderem der Einfluss von Temperatur (Katsui et al. 1982; 
Eddy et al. 2014), Aminosäurelimitation (Knox et al. 1966; van de Waterbeemd et al. 2013), 
Antibiotika (Kadurugamuwa und Beveridge 1995) und die Absorption von Phagen betrachtet 
(Loeb und Kilner 1978). 
Es gibt verschiedene Modelle, die die Biogenese von OMVs beschreiben. In Escherichia coli 
(E. coli) wurde gezeigt, dass sich die äußere Membran nach außen stülpt, wenn in Bereichen 
weniger Lipoprotein vorliegt, welches die Peptidoglykanschicht mit der äußeren Membran 
verbindet und so stabilisiert (siehe Abbildung I). Ein weiteres Modell besagt, dass OMVs 
gebildet werden, wenn Peptidoglykanfragmente nicht wieder in das bakterielle Zytoplasma 
zurück transportiert werden und so lokal ein hoher Druck entsteht. Ein drittes Modell aus 
Pseudomonas aeruginosa beschreibt die OMV-Biogenese so, dass durch ionische 
Wechselwirkungen zwischen Quorum Sensing-Molekülen und Magnesium-Ionen eine 
Abstoßung der LPS-Moleküle entsteht und so die äußere Membran Blasen bildet (Mashburn-
Warren und Whiteley 2006). Weitere Untersuchungen werden klären müssen, ob es einen 
generellen Mechanismus der OMV-Biogenese gibt oder ob alle bisher beschriebenen zutreffen.  
 
ABBILDUNG I: MODELL DER OMV-BIOGENESE 
OMVs können zur Kommunikation zwischen Bakterien dienen, um eine geeignete 
Mikroumgebung zu schaffen, Nährstoffe zu gewinnen oder zum Überleben beitragen 
(Schooling und Beveridge 2006; Bonnington und Kuehn 2014). Als Köder können sie Antikörper 
abfangen, oder sie dienen als Schutz gegen Antibiotika, Bakteriophagen oder Viren (Pettit und 
Judd 1992; Kadurugamuwa und Beveridge 1995; Manning und Kuehn 2011). Sie können aber 
auch von eukaryoten Zellen erkannt und aufgenommen werden (Kuehn und Kesty 2005). 
Virulenz und Pathogenese können beeinflusst oder genetische Transformation hervorgerufen 
werden. Der Verlauf einer Infektion und die Wirtsimmunantwort kann moduliert werden, da 
OMVs Antigene und Pathogen-assoziierte molekulare Strukturen (engl.: pathogen associated 
molecular pattern, PAMP) wie LPS und Peptidoglykan transportieren (Ellis et al. 2010). 
Acinetobacter baumannii-OMVs induzieren die Sekretion von Zytokinen in Epithelzellen (Jun et 
Einleitung  
 
10 
al. 2013), Clostridium perfringens-OMVs wirken auf Makrophagen (Jiang et al. 2014), 
Borellia burgdorferi-OMVs können B-Zellen aktivieren (Whitmire und Garon 1993) und 
Helicobacter pylori-OMVs wirken proinflammatorisch auf Magenepithelzellen (Ismail et al. 
2003). Ferner können OMVs die bakterielle Bindung an und die Invasion in Wirtszellen 
verstärken und darüber hinaus zytotoxisch wirken (Kuehn und Kesty 2005).  
Die Rolle von OMVs wurde aber bisher nicht nur in vitro untersucht, sondern in einigen Studien 
auch in vivo analysiert. In Biopsien von chronischen Helicobacter pylori-Infektionen konnten 
Vesikel nachgewiesen werden (Keenan et al. 2000). Außerdem wurde in der zerebrospinalen 
Flüssigkeit eines an Meningitis leidenden Kindes OMVs von Neisseria meningitides gefunden 
(Stephens et al. 1982). Diese OMVs wirken immunogen, wenn sie Mäusen intranasal appliziert 
werden (Saunders et al. 1999). Salmonella typhimurium-OMVs können in vivo zur Bildung von 
Salmonella-spezifischen Antikörpern und einer T-Zell-vermittelten Immunantwort führen 
(Alaniz et al. 2007). Da OMVs natürlicherweise der bakteriellen Oberfläche ähneln, LPS und 
Lipoprotein präsentieren und so die angeborene Immunantwort über die Toll-like Rezeptoren 
(TLR) 4 und 2 aktivieren können (Beveridge 1999; Jin et al. 2007), wird ihre Fähigkeit, eine 
humorale Immunität zu vermitteln, untersucht. Die Aktivierung von Monozyten und 
Makrophagen über die genannten Rezeptoren und die damit verbundene Signalübertragung 
und Genexpression sind essentiell für die Induktion einer adaptiven Immunantwort 
(Maisonneuve et al. 2014). OMVs werden daher bereits heute erfolgreich als Vakzin eingesetzt 
(Oster et al. 2005; O'Ryan et al. 2014).  
1.3 Legionella pneumophila 
Legionella pneumophila (L. pneumophila) wurde 1977 identifiziert, nachdem 1976 bei einer 
Tagung von US-Veteranen in Philadelphia etwa 200 Männer an einer schweren 
Lungenentzündung erkrankten und einige von ihnen sogar daran verstarben (McDade et al. 
1977). Die folgenden Untersuchungen ergaben, dass es sich hierbei um die Infektion mit 
gramnegativen, stäbchenförmigen Bakterien handelte, die überall in der Umgebung in 
Frischwasserbiotopen vorkommen (Lau und Ashbolt 2009) (siehe Abbildung II). Sie wurden 
schließlich nach ihren Opfern und der Lokalisation in der Lunge als Legionella pneumophila 
benannt (Brenner et al. 1979). Sie gehören zur Familie der Legionellaceae, Genus Legionella. 
Die fakultativ aeroben Bakterien verfügen über ein oder mehrere polare oder laterale 
Flagellen. Es sind 57 Legionella Arten bekannt, die mindestens 79 Serogruppen umfassen. Sie 
werden alle als potentiell humanpathogen eingestuft, jedoch ist L. pneumophila die klinisch am 
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häufigsten nachgewiesene Art und für 90 % der Erkrankungen verantwortlich (Robert-Koch-
Institut 2013).  
 
ABBILDUNG II: LEGIONELLA PNEUMOPHILA 
Transmissions-Elektronenmikroskopische Aufnahme von L. pneumophila, Serogruppe 1, mit 
Negativkontrastierung. Maßstab = 1 µm (Robert-Koch-Institut 2014). 
Legionellen vermehren sich in der Regel nicht frei im Wasser, sondern intrazellulär, in sich im 
Wasser befindenden Amöben. Sie nutzen durch ihr parasitäres Verhalten deren 
Nährstoffreserven und sind vor schädlichen Umwelteinflüssen geschützt (Palusinska-Szysz und 
Janczarek 2010). Des Weiteren können sie sich extrazellulär vermehren, wenn sie Biofilme 
bilden (Taylor et al. 2009). Sie können aber nicht nur in natürlichen Süßwasserhabitaten 
vorkommen, sondern auch in von Menschen geschaffenen Warmwassersystemen. Hier bieten 
Wasserleitungen, Klimaanlagen und Whirlpools optimale Bedingungen und stellen so 
potentielle Infektionsquellen über Aerosolbildung dar. Menschen, bei denen es sich lediglich 
um einen Fehlwirt handelt, können sich durch Inhalation kontaminierten Wassers infizieren. 
Gelangen Legionellen in die menschliche Lunge, werden dort vorwiegend 
Alveolarmakrophagen infiziert (Muder et al. 1986). Die Legionellose kann einerseits zum mild 
verlaufenden Pontiac-Fieber führen oder andererseits zu einer schwerwiegenden, atypischen 
Pneumonie, der Legionärskrankheit. L. pneumophila ist für 5 % aller Fälle ambulant 
erworbener Pneumonien verantwortlich und hat eine Mortalitätsrate von 10-15 % (Falco et al. 
1991; Lau und Ashbolt 2009; Robert-Koch-Institut 2013). Dabei haben ältere und 
immunsupprimierte Menschen ein höheres Risiko, eine schwere Lungenentzündung zu 
entwickeln (Shin 2012). Da bis auf einen Fallbericht (Correia et al. 2016) keine Mensch-zu-
Mensch Übertragungen beschrieben sind, könnte vermutet werden, dass L. pneumophila nicht 
gut an den Menschen angepasst ist. Auf zellulärer Ebene können die Ähnlichkeiten im 
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Lebenszyklus zwischen Amöben und der Replikation in den menschlichen 
Alveolarmakrophagen festgestellt werden (Price et al. 2014).  
Die Infektion einer Wirtszelle beginnt mit der Anheftung von L. pneumophila und der 
nachfolgenden Phagozytose (Newton et al. 2010) (siehe Abbildung III). Nach Internalisierung 
befinden sich die Legionellen in einer Vakuole in der Wirtszelle, die auch als Legionella 
containing vacuole (LCV) bezeichnet wird. Durch gezielte Manipulation der Wirtszelle können 
die Bakterien nun replizieren. Sie sekretieren über 300 Effektorproteine über ihr dot/icm 
T4BSS in das Wirtszytosol (Isberg et al. 2009). Die Fusion des Phagosoms mit dem Lysosom 
kann nicht mehr stattfinden. Die Sekretion der Effektorproteine führt zur Rekrutierung von 
Vesikeln des Endoplasmatischen Retikulums, Ribosomen und Mitochondrien. Eine Nische 
entsteht, die das Überleben der Bakterien und ihre Replikation ermöglichen (Isberg et al. 2009; 
Hubber und Roy 2010). L. pneumophila ohne funktionelles dot/icm Sekretionssystem ist nicht 
in der Lage, in Makrophagen zu replizieren, da keine LCV entsteht und die endolysosomale 
Degradation der Bakterien möglich ist (Berger et al. 1994). Nach erfolgreich abgeschlossener 
Replikation differenzieren die Bakterien von der replikativen zur transmissiven Form. Es 
entstehen Poren in der Makrophagenmembran, die Wirtszelle lysiert und die virulenten 
Legionellen werden freigesetzt (Newton et al. 2010). 
 
ABBILDUNG III: REPLIKATIONSZYKLUS VON L. PNEUMOPHILA IN MAKROPHAGEN 
Modifiziert nach (Isberg et al. 2009). 
Die Inhibition der Phagosom-Lysosom Fusion kann nicht nur über Effektorproteintranslokation, 
sondern auch durch OMV-Freisetzung erreicht werden (Fernandez-Moreira et al. 2006). 
L. pneumophila sekretiert OMVs sowohl wenn sie extrazellulär vorliegen, als auch wenn sie 
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sich in einer LCV befinden (Fernandez-Moreira et al. 2006). L. pneumophila-OMVs sind bereits 
hinsichtlich der enthaltenen Protein charakterisiert (Galka et al. 2008). Es wurden etwa 
70 Proteine gefunden, die exklusiv über OMVs freigesetzt werden und deren Funktion mit der 
Virulenz von Legionellen in Verbindung gebracht werden konnte, zum Beispiel Moleküle für 
das intrazelluläre Überleben und die Replikation (ProA1 (Tyson et al. 2013)), die Invasion (IcmK 
(Vincent et al. 2006)) oder Ausbreitung in der Lunge (fliC (DebRoy et al. 2006)). Die Vesikel 
weisen außerdem proteolytische und lipolytische Aktivität auf (Galka et al. 2008) und ihre 
Applikation in einem humanen Lungenmodell führt zur Gewebeschädigung (Jager et al. 2014). 
Sie werden überwiegend von Makrophagen in der Lunge aufgenommen (Jager et al. 2014) und 
fusionieren mit diesen auch in vitro sehr schnell (Jager et al. 2014).  
1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit 
Für OMVs verschiedener gramnegativer Bakterien sind immunmodulatorische Eigenschaften 
beschrieben worden, zum Beispiel für Brucella abortus (Pollak et al. 2012) und 
Porphyromonas gingivalis (Duncan et al. 2004). Es sollte daher die Frage untersucht werden, 
ob das ebenso für L. pneumophila-OMVs gilt. Ihr Einfluss auf humane und murine 
Makrophagen, deren Phänotyp und eine nachfolgende Infektion dieser Zellen sollte analysiert 
werden. Da die Reaktion des angeborenen Immunsystems auf bakterielle Erreger 
hauptsächlich von der Erkennung von PAMPs abhängt, sollte des Weiteren geklärt werden, 
welche Rezeptoren und Signalwege in die Reaktion von Makrophagen auf L. pneumophila-
OMVs beteiligt sind und welche bakteriellen Komponenten dies hervorrufen.   
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2 Ergebnisse 
2.1 Proinflammatorische Aktivierung von Makrophagen 
Da es sich bei Makrophagen um die wichtigste Zielzelle der Legionelleninfektion handelt, 
wurde der Einfluss von L. pneumophila-OMVs auf eine humane Monozyten-Zelllinie getestet. 
Für alle beschriebenen Experimente wurden mittels PMA zu Makrophagen differenzierte THP-
1-Zellen verwendet. Zunächst wurden die Zellen mit steigenden Dosen OMVs (0,01-25 µg/mL) 
behandelt. Nach Inkubation für 24 und 48 h wurden die Zellüberstände auf sekretiertes IL-8 als 
Maß für die proinflammatorische Aktivierung der Zellen getestet. THP-1-Zellen reagierten 
bereits auf die niedrigste eingesetzte Dosis (0,01 µg/mL) mit einem signifikanten Anstieg der 
IL-8 Sekretion gegenüber unbehandelten Kontrollzellen (siehe Abbildung 1A). Die Freisetzung 
von IL-8 zeigte sich zeit- und dosisabhängig. Keine der zur Stimulation der Makrophagen 
verwendeten OMV-Dosen führte zu einer Abnahme der Viabilität der THP-1-Zellen (siehe 
Abbildung S1). 
Um die Dosis an OMVs, die unter Infektionsbedingungen in Zellkultur entstehen, besser 
abschätzen zu können, wurden THP-1-Zellen mit L. pneumophila infiziert und der Überstand 
differentiell zentrifugiert. Die so angereicherten Vesikel (<220 nm im Durchmesser) (Thery et 
al. 2006) wurden daraufhin auf ihren relativen LPS-Gehalt untersucht. Hierzu wurden 
definierte Mengen von OMVs und präparierte Vesikel aus der Infektion im Dot Blot verglichen. 
Es zeigte sich, dass nach 24 h Infektion eine freie OMV-Menge von etwa 0,04-0,08 µg/mL 
vorlag. Da Makrophagen L. pneumophila-OMVs sehr schnell internalisieren (Jager et al. 2014) 
und nach 24 h Infektion nur noch ein Bruchteil der entstandenen OMVs frei im Überstand 
vorliegen sollte, wurden für alle nachfolgenden Experimente 0,1, 1 und 10 µg/mL OMVs zur 
Stimulation humaner Makrophagen eingesetzt. 
Um die Reaktion der THP-1-Zellen weiter zu charakterisieren, wurde ein Megaplex-ELISA 
durchgeführt um mehrere Zytokine simultan analysieren zu können. Hierbei zeigte sich 
ebenfalls eine zeit- und dosisabhängige Freisetzung von proinflammatorischem IL-6 (siehe 
Abbildung 1B) und antiinflammatorischem IL-10 (siehe Abbildung 1E). Die Abgabe von TNF-α 
(siehe Abbildung 1C) und IL-1β (siehe Abbildung 1D), beide proinflammatorisch, verhielt sich 
dosisabhängig.  
L. pneumophila aktiviert Makrophagen über verschiedene membranständige Rezeptoren. Die 
Aktivierung von TLR5 erfolgt durch Flagellin (Hawn et al. 2007; Schmeck et al. 2007) und 
darüber hinaus aktiviert Legionellen-LPS TLR2 (Akamine et al. 2005; Shim et al. 2009). Da 
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OMVs LPS auf ihrer Oberfläche tragen, wurde getestet, ob Makrophagen auf L. pneumophila-
OMVs in einer ähnlichen Weise reagieren wie auf die zugrundeliegenden Bakterien. Dazu 
wurden murine Makrophagen verwendet, welche aus präparierten Knochenmarkszellen 
genetisch veränderter Mäuse differenziert wurden (mBMDM). mBMDM von Wildtyp- und 
TLR2/4-/--Mäusen wurden gleichermaßen mit OMVs behandelt (0,1 und 1 µg/mL) und die 
Sekretion von CXCL1 gemessen, wobei es sich um ein murines funktionelles Homolog des 
humanen IL-8 handelt (Call et al. 2001). mBMDM von Wildtyp-Mäusen reagierten mit 
ansteigender CXCL1 Freisetzung, wohingegen die TLR2/4-/--Makrophagen nicht reagierten und 
die Sekretion von CXCL1 nahezu der von unbehandelten Kontrollzellen entsprach (siehe 
Abbildung 1F). 
Die Ergebnisse zeigen, dass L. pneumophila-OMVs Makrophagen proinflammatorisch 
aktivieren können und dass diese Aktivierung über membranständige TLRs erfolgt.  
2.2 Veränderung der bakteriellen Replikation 
Anschließend wurde der Einfluss einer OMV-Vorbehandlung in THP-1-Zellen auf eine 
nachfolgende Infektion mit L. pneumophila untersucht. Makrophagen wurden mit 
verschiedenen OMV-Dosen für 20 h vorbehandelt, da die Zellen hier bereits eine robuste 
proinflammatorische Aktivierung zeigten, und anschließend mit Legionellen (MOI 0,5) infiziert. 
Um sowohl Unterschiede in der bakteriellen Aufnahme als auch der Replikation zu betrachten, 
wurde nach verschiedenen Inkubationszeiten (2, 24 und 48 h) ein colony forming unit (CFU)-
Assay durchgeführt. Die infizierten Zellen wurden nach den entsprechenden Inkubationszeiten 
lysiert, die enthaltenen Bakterien so freigesetzt und Verdünnungen auf Agarplatten gegeben, 
um auf die vorhandene Legionellenzahl schließen zu können. Als Referenz dienten infizierte 
Zellen, die keine Vorbehandlung erhielten. Die Vorbehandlung mit LPS/IFN-γ wurde eingesetzt, 
um den klassischen, proinflammatorischen (M1) Phänotyp in Makrophagen zu induzieren. 
Diese Zellen sind in der Lage, die Replikation von L. pneumophila zu verhindern und diese 
abzutöten (Santic et al. 2005). Die Lyse der Makrophagen 2 h nach Infektion zeigte keine 
Unterschiede in der Aufnahme der Bakterien (siehe Abbildung 2A und Abbildung S2B). Die 
Vorbehandlung der Makrophagen mit LPS/IFN-γ führte zu einer Reduktion der bakteriellen 
Replikation 24 h nach Infektion (42 % Reduktion). Ähnlich verminderte Bakterienzahlen wiesen 
die OMV vorbehandelten Makrophagen auf. Die niedrigste OMV-Dosis führte zu einem 10-
prozentigen Rückgang und die höheren Dosen zu einer Reduktion um 23 % beziehungsweise 
33 %. Nach 48-stündiger Infektion war die bakterielle Last in LPS/IFN-γ vorbehandelten 
Makrophagen weiter gesunken (96 % Reduktion). Im Gegensatz dazu führte die OMV-
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Vorbehandlung interessanterweise zu einer Verdopplung der L. pneumophila-Replikation zum 
späten Zeitpunkt der Infektion (48 h p.i.; 0,1 µg/mL OMVs: Anstieg um 88 %, 1 µg/mL OMVs: 
Anstieg um 119 %, 10 µg/mL: Anstieg um 118 %).   
Um dieses Phänomen weiter zu untersuchen, wurden OMV vorbehandelte Makrophagen mit 
einer Legionellenmutante infiziert, die nicht in der Lage ist, Effektorproteine in das 
Wirtszytosol freizusetzen und somit nicht in der Lage ist, eine LCV aufzubauen (L. pneumophila 
ΔdotA) (Bartfeld et al. 2009; Hubber und Roy 2010). Die Infektion mit ΔdotA Legionellen nach 
OMV-Vorbehandlung führte zu einem Anstieg der Replikation zum späten Zeitpunkt der 
Infektion um den Faktor 14 im Vergleich zur alleinigen Infektion der Makrophagen (siehe 
Abbildung S2C). OMVs können also nicht nur die Replikation von Wildtyp-Legionellen fördern, 
sondern auch die Replikation einer eigentlich replikationsdefizienten Mutante ermöglichen.  
Um den Anstieg der bakteriellen Replikation zu visualisieren, wurden Immunfluoreszenz-
Experimente durchgeführt. THP-1-Zellen wurden mit und ohne OMV-Vorbehandlung mit 
L. pneumophila infiziert (MOI 0,5 für 48 h) und die fixierten Zellen mit einem Legionellen-
spezifischen LPS-Antikörper gefärbt. Die nicht vorbehandelten Zellen wiesen im Schnitt ein bis 
zwei LPS-positive Vakuolen pro Zelle auf (siehe Abbildung 2B+C). Die OMV-Vorbehandlung 
führte jedoch dazu, dass die Makrophagen viele LPS-positive Vakuolen aufwiesen, die über das 
gesamte Zytoplasma verstreut in den Zellen vorlagen.  
Die Experimente zeigten eine unveränderte Phagozytosekapazität der humanen Makrophagen 
nach OMV-Behandlung und einen Anstieg der bakteriellen Replikation, wenn die Zellen vor der 
Infektion mit OMVs inkubiert wurden.   
2.3 Reduzierte Reaktion von Makrophagen auf die Infektion mit 
L. pneumophila 
Um die veränderte Reaktion von Makrophagen auf die Infektion mit Legionellen weiter zu 
untersuchen, wurde die Expression verschiedener Marker für klassisch aktivierte Makrophagen 
(M1: IL-1β, TNF-α und IL-6) und alternativ aktivierte, antiinflammatorische Makrophagen (M2: 
CD206) untersucht. Die Expression dieser Marker gibt Aufschluss über den Aktivierungsstatus 
der Makrophagen und ermöglicht die Charakterisierung ihres Phänotyps. Nach Infektion 
werden Makrophagen transient aktiviert und bewegen sich zwischen diesen beiden Extremen 
(M1 und M2) (Benoit et al. 2008). Die Balance ist entscheidend für den Verlauf der Infektion 
mit L. pneumophila.  
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Die Infektion nicht vorbehandelter THP-1-Zellen führte zu einem Anstieg der Expression von IL-
1β (siehe Abbildung 3A). Die Vorbehandlung mit LPS/IFN-γ oder OMVs erhöhte die Expression 
von IL-1β zum Zeitpunkt der Infektion (0 h p.i.), jedoch führte die zusätzliche Infektion mit 
L. pneumophila zu keinem weiteren Anstieg der mRNA-Expression. Lediglich mit der geringsten 
eingesetzten OMV Dosis (0,1 µg/mL) war zum Zeitpunkt 48 h nach Infektion ein geringer 
Anstieg zu beobachten. Ähnlich wie IL-1β verhielten sich die Expressionen von den weiteren 
getesteten M1-Markern TNF-α (siehe Abbildung 3B) und IL-6 (siehe Abbildung 3C). 
Die Infektion mit L. pneumophila resultierte in nicht vorbehandelten THP-1-Zellen in einer 
verminderten Expression von CD206 im Verlauf des Experiments (siehe Abbildung 3D). Die 
OMV-Behandlung führte zu einer Reduktion der CD206-Expression zum Zeitpunkt der 
Infektion, die vergleichbar war mit der von nicht vorbehandelten aber infizierten Zellen zum 
Zeitpunkt 48 h p.i.. Die Expression von CD206 in OMV vorbehandelten Zellen verhielt sich stabil 
im Verlauf der Infektion. Die Präexposition der Makrophagen mit LPS/IFN-γ reduzierte die 
Expression von CD206 ebenfalls. Hier nahm die mRNA im Verlauf der Infektion mit 
L. pneumophila jedoch weiter ab. 
Diese Experimente zeigen, dass Makrophagen durch OMVs von L. pneumophila stark in 
Richtung M1 aktiviert werden und mit einer verminderten M1-Antwort auf die nachfolgende 
Infektion mit L. pneumophila reagieren.  
2.4 Analyse der ursächlichen OMV Komponenten 
In weiterführenden Experimenten sollte charakterisiert werden, welche OMV-Komponente für 
die beschriebene, veränderte Legionellenreplikation in Makrophagen ursächlich ist.  
Da Legionellen-OMVs Flagellin enthalten können (Galka et al. 2008), das Makrophagen über 
TLR5 aktivieren kann (Schmeck et al. 2007), wurden OMVs von Legionellen generiert, die kein 
Flagellin exprimieren (L. pneumophila ΔflaA) und diese zur Vorbehandlung eingesetzt. Im 
Vergleich zwischen OMVs von Wildtyp-L. pneumophila und OMVs von ΔflaA L. pneumophila 
konnte kein Unterschied hinsichtlich der bakteriellen Replikation festgestellt werden (siehe 
Abbildung S4A). Beide führen gleichermaßen zu einem Anstieg der Legionellenreplikation zum 
Zeitpunkt 48 h p.i.. Daraufhin wurde der Einfluss der weiteren enthaltenen Proteine 
untersucht. Die OMV-Proteine wurden mittels Hitze denaturiert (65 °C für 5 Minuten), wobei 
LPS und Membran intakt bleiben (McCaig et al. 2013). THP-1-Zellen wurden mit erhitzten 
OMVs vorbehandelt und im Anschluss infiziert. Im CFU-Assay war das Ergebnis der Behandlung 
mit erhitzten OMVs vergleichbar mit dem der Behandlung mit unbehandelten OMVs; beide 
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sorgten gleichermaßen für eine Induktion der bakteriellen Replikation (siehe Abbildung S3A). 
Es konnte somit kein Einfluss von OMV-Proteinen auf die bakterielle Replikation in einer 
nachfolgenden Infektion nachgewiesen werden. 
Da OMVs LPS auf ihrer Oberfläche tragen, wurde der LPS-Gehalt mittels Limulus-Amöbozyten-
Lysat-Test bestimmt. L. pneumophila-OMVs enthielten 0,22 µg LPS pro 1 µg Protein. 
Legionellen-LPS weist eine einzigartige Struktur auf, welche nicht von TLR4, sondern TLR2 
erkannt wird (Shim et al. 2009; Shevchuk et al. 2011). Der Einfluss dieser TLR-Aktivierung auf 
die bakterielle Replikation wurde weiter untersucht. Hierfür wurden die Zellen mit 
Lipoteichonsäure-Präparationen (LTA) oder LPS von Salmonella minnesota (S. minnesota) 
vorbehandelt. Die Aktivierung von TLR2 über LTA-Präparationen oder TLR4 über S. minnesota-
LPS führte dazu, dass die L. pneumophila-Replikation in THP-1-Zellen reduziert wurde und im 
Verlauf des Experiments weiter abnahm (LTA: 19 bzw. 39 % Reduktion, LPS: 12 bzw. 60 % 
Reduktion; siehe Abbildung S3B). Eine alleinige Aktivierung der membranständigen TLRs 
scheint also für sich genommen nicht ausreichend zu sein, um die Legionellenreplikation 
langfristig zu steigern.  
Weiterhin wurden Experimente mit mBMDM durchgeführt. Es wurden Zellen von Wildtyp-
Mäusen im Vergleich mit TLR2-/- und TRIF/MyD88-/- im CFU-Assay verwendet. Die Reaktion von 
Wildtyp-Zellen auf OMVs und eine nachfolgende Infektion mit L. pneumophila war vergleichbar 
mit der von THP-1-Zellen. Zum Zeitpunkt 48 h p.i. wiesen die Zellen eine 15-fach erhöhte 
Bakterienlast auf (siehe Abbildung S3G). Murine Makrophagen, welche nicht über TLR2 
verfügten, wiesen eine signifikant geringere Bakterienlast auf. Hier fiel der Anstieg der 
Legionellenreplikation 4,2-fach geringer aus als in Wildtyp-Makrophagen. Um den Einfluss 
einer TLR-Signalübertragung generell zu testen, wurden Makrophagen von TRIF/MyD88-/--
Mäusen verwendet. Diesen Zellen fehlen die zentralen Adaptermoleküle, um die Signale von 
den membranständigen und endosomalen TLRs weiterzuleiten (Kawai und Akira 2010). Die 
Präexposition und anschließende Infektion von TRIF/MyD88-/--mBMDM führte zum geringsten 
Anstieg der Legionellenreplikation nach OMV-Behandlung in Mausmakrophagen. Die 
Legionellenreplikation konnte durch OMV-Gabe lediglich verdoppelt werden. Im Vergleich zu 
Wildtyp-mBMDM fiel der Anstieg 7,5-fach geringer aus und im Vergleich mit TLR2-/--mBMDM 
1,8-fach geringer. Ohne Aktivierung von TLR-Signalwegen durch OMVs scheinen Makrophagen 
nicht permissiver für eine nachfolgende Infektion mit Legionellen zu werden. 
Da OMVs nicht nur LPS und Proteine sondern auch Nukleinsäuren enthalten (Ghosal et al. 
2015; Sjostrom et al. 2015), wurde deren Einfluss genauer untersucht. OMVs wurden 
entweder mit einer Kombination von RNase A und RNase III oder DNase behandelt. Dies 
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erfolgte jeweils mit oder ohne Triton X-100, um die Membranintegrität zu stören und die 
Nukleinsäuren zugänglich für die eingesetzten Enzyme zu machen. Die Behandlung von OMVs 
mit Triton X-100 führte dazu, dass diese die Makrophagen nicht mehr permissiv für die 
anschließende Legionelleninfektion machten. Sowohl zum Zeitpunkt 24 h p.i. als auch 48 h p.i. 
war die Replikation unverändert im Vergleich zu nicht vorbehandelten Kontrollzellen (siehe 
Abbildung S4B). Mit RNasen oder DNase vorbehandelte OMVs veränderten die Replikation der 
Bakterien nicht. Die Kombination von Enzym mit Triton X-100 führte dazu, dass die Replikation 
sich vergleichbar zu der in Kontrollzellen verhielt. Die Membranintegrität der OMVs scheint ein 
entscheidender Faktor für die Stimulation der Makrophagen zu sein. 
Die ausschließliche Aktivierung von TLR2 oder TLR4 scheint nicht ausreichend zu sein, um die 
Legionellenreplikation in THP-1-Zellen zu fördern. Ein Einfluss von Flagellin, Proteinen oder 
Nukleinsäuren konnte nicht nachgewiesen werden. Fehlte die initiale Aktivierung von TLR2 
oder die Signaltransduktion über die Adaptermoleküle TRIF und MyD88, war die 
Legionellenreplikation jedoch signifikant reduziert. Des Weiteren weisen die Experimente 
darauf hin, dass die Form, in der die OMVs ihre Antigene präsentieren, entscheidend für die 
Fähigkeit sind, Makrophagen permissiv für eine anschließende Infektion mit Legionellen zu 
machen.  
2.5 Untersuchung beteiligter Signalwege 
Die bisher durchgeführten Experimente deuten auf eine Beteiligung der TLR-Signalwege in der 
Reaktion von Makrophagen auf L. pneumophila-OMVs hin. Der Transkriptionsfaktor NF-κB ist 
ein zentrales Protein dieser Signalwege (Kawai und Akira 2007) und wird durch eine 
L. pneumophila-Infektion schnell aktiviert (Hempstead und Isberg 2013). Folglich stellte sich 
die Frage, ob die Aktivierung von NF-κB auch nach OMV-Stimulation erfolgt, und ob dies mit 
der gesteigerten Replikation in Zusammenhang steht.  
Zellfraktionierungsexperimente nach 30-minütiger OMV-Behandlung in THP-1-Zellen zeigten, 
dass die NF-κB Untereinheit p65 sehr schnell in den Nukleus translozierte (siehe Abbildung S5). 
Daraufhin wurden Experimente mit einem niedermolekularen Inhibitor für den IKK-Komplex 
durchgeführt, welcher die Viabilität der Zellen nicht beeinflusste (siehe Abbildung S6). Die 
OMV-Behandlung der Zellen erfolgt mit und ohne IKK-Inhibitor. Die Inhibition von NF-κB 
veränderte die Legionellenreplikation zum Zeitpunkt 24 h nach Infektion nicht (siehe Abbildung 
4A). Die Langzeitreplikation von Legionellen war jedoch beeinflusst; hier ging die Replikation 
um 68 % zurück. Die Kombination von OMVs mit dem IKK-Inhibitor resultierte ebenfalls in 
einer Veränderung der Legionellenreplikation. Nach 24-stündiger Infektion war die 
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Bakterienlast um 21 % erhöht, wohingegen sie zum späten Zeitpunkt der Infektion um 50 % 
reduziert war. Die Lösungsmittelkontrolle (DMSO) zeigte keinerlei Einflüsse auf die 
Legionellenreplikation.   
Im Nachfolgenden wurde der Einfluss der NF-κB-Inhibition auf die Expression der M1- und M2-
Marker analysiert. Die Expression der M1-Marker (IL-1β, TNF-α und IL-6) war zum Zeitpunkt 
der Infektion reduziert, wenn die OMV-Behandlung mit dem IKK-Inhibitor kombiniert wurde 
(siehe Abbildung 4B-D). Diese reduzierte Expression war außer für TNF-α nicht stabil im Verlauf 
der Infektion. Im Gegensatz dazu war CD206 verstärkt exprimiert, wenn die OMV-Gabe mit NF-
κB-Inhibition kombiniert wurde und nahm im Verlauf der Infektion ab (siehe Abbildung 4E). 
Da NF-κB nicht nur die Expression proinflammatorischer Gene induziert, sondern auch die 
Expression anti-apoptotischer Proteine, wurde das Überleben von mit Legionellen infizierten 
THP-1-Zellen mit und ohne OMV-Vorbehandlung untersucht. Im Verlauf der Infektion nahm 
der prozentuale Anteil lebender Zellen ab (siehe Abbildung S7A), da der Replikationszyklus der 
Legionellen in eukaryoten Zellen immer mit der Lyse der Wirtszelle endet (Abu-Zant et al. 
2005). Die Vorbehandlung der Zellen mit OMVs hatte jedoch zur Folge, dass diese die Infektion 
dosisabhängig signifikant besser überlebten als nicht vorbehandelte Zellen. Die niedrigste 
OMV-Dosis führte zur Verdopplung der lebenden Zellen 48 h p.i. und die höchste Dosis sogar 
zu einer Verdreifachung. 
Um diese Beobachtung weiter zu untersuchen, wurde die Genexpression eines anti-
apoptotischen NF-κB-Zielmoleküls untersucht. Die Expression von BCL2A1 wurde betrachtet, 
da bekannt ist, dass sie durch L. pneumophila induziert werden kann (Losick und Isberg 2006). 
Die Infektion von THP-1-Zellen führte zur transkriptionellen Induktion von BCL2A1 im Verlauf 
des Experiments (siehe Abbildung S7B). Die OMV-Behandlung erhöhte die Expression von 
BCL2A1 zum Zeitpunkt 0 h p.i. und führte zu einem leichten Anstieg im Verlauf des 
Experiments. Die vorbehandelten Zellen wiesen eine erhöhte Expression von BCL2A1 24 h nach 
Infektion im Vergleich zu direkt infizierten Zellen auf. Zum Zeitpunkt 48 h p.i. waren die 
Expressionen ähnlich stark.  
Da die OMV-Behandlung von Makrophagen anti-apoptotische Moleküle induziert und die 
Zellen eine nachfolgende Infektion besser überleben, wurde überprüft, ob hierin der Schlüssel 
für die vermehrte Legionellenreplikation liegt. Um die OMV-Behandlung zu imitieren wurden 
THP-1-Zellen mit dem Pan-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk behandelt, anschließend infiziert und 
dann die bakterielle Replikation mittels CFU-Assay untersucht. Die Behandlung der Zellen mit 
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dem Pan-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk resultierte jedoch nicht in einer Veränderung der 
Legionellenreplikation in THP-1-Zellen (siehe Abbildung S7C).  
Die durchgeführten Experimente legen nahe, dass es sich bei NF-κB um ein zentrales Molekül 
für die erhöhte Permissivität gegenüber Legionellen in Makrophagen handelt. Die Induktion 
anti-apoptotischer Moleküle und der damit verbundene Überlebensvorteil scheinen jedoch 
nicht für die gesteigerte Legionellenreplikation verantwortlich zu sein.  
Die starke Abhängigkeit der Legionellenreplikation von NF-κB und die Aktivierung von TLR2 
durch OMVs legen die Annahme nahe, dass die antiinflammatorische microRNA-146a (miR-
146a) in die Reaktion von Makrophagen auf OMVs involviert sein könnte, da bereits gezeigt 
wurde, dass sie in Entzündungsprozessen eine Rolle spielt (Saba et al. 2014). Die Behandlung 
von THP-1-Zellen mit OMVs führte zu einer dosisabhängigen Induktion von miR-146a (siehe 
Abbildung 5A, 0,1 µg/mL OMVs: 6-fach, 1 µg/mL OMVs: 10-fach, 10 µg/mL OMVs: 16-fach). 
LPS/INF-γ führte ebenso zu einer Induktion der miR-146a, ähnlich wie die niedrigste OMV-
Dosis (5-fach). Die OMV-Vorbehandlung und eine nachfolgende Infektion führte jedoch zu 
einer viel stärkeren Expression der miR-146a. Die Infektion von nicht vorbehandelten THP-1-
Zellen induzierte die miR-146a wesentlich schwächer (24 h p.i.: 2-fach, 48 h p.i.: 12-fach). Die 
Induktion von miR-146a konnte durch Blockierung des TLR2 mittels blockierender Antikörper 
oder Blockade von NF-κB durch den IKK-Inhibitor vermindert werden (siehe Abbildung S8A). 
Nach 48-stündiger Infektion war die Expression von miR-146a nach Kombination von OMVs 
mit einem TLR2-blockierenden Antikörper 2,4-fach geringer und bei der Kombination mit dem 
IKK-Inhibitor 1,9-fach geringer als bei alleiniger OMV-Gabe. Darüber hinaus wiesen TLR2-/--
mBMDM nach OMV-Behandlung eine signifikant verminderte miR-146a Expression im 
Vergleich zu Wildtyp-mBMDM Zellen auf (siehe Abbildung S8B). mBMDM von TRIF/MyD88-/--
Mäusen reagierten gar nicht mit einem Anstieg miR-146a auf OMVs.  
Die Expression des primären Transkripts von miR-146a (pri-mir-146a) ist NF-κB-abhängig 
(Taganov et al. 2006). Alle bisher untersuchten NF-κB-abhängigen M1-Marker wiesen nach 
einmaliger Induktion keinen weiteren Anstieg im Verlauf der Infektion auf (siehe Abbildung 3), 
daher stellte sich die Frage, ob es sich bei dem weiteren Anstieg von miR-146a um 
transkriptionelle Induktion oder Prozessierung bereits vorhandener pri-mir-146a handelte. Die 
Infektion von THP-1-Zellen führte zur vermehrten Transkription von pri-mir-146a (siehe 
Abbildung 5B). Die OMV-Behandlung von THP-1-Zellen führte zur dosisabhängigen Induktion 
von pri-mir-146a, jedoch konnte die nachfolgende Infektion der Zellen keinen weiteren Anstieg 
der Transkription hervorrufen, da die Höhe der pri-miR-146a-Expression im Verlauf der 
Infektion stabil blieb. LPS/IFN-γ induzierte die Expression von pri-mir-146a ebenfalls. Auch hier 
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konnte kein weiterer Anstieg des primären Transkripts im Verlauf der Infektion beobachtet 
werden. Der in OMV-behandelten Makrophagen beobachtete Anstieg der reifen miR-146a 
nach Infektion mit L. pneumophila scheint also auf Prozessierung der bereits transkribierten 
pri-mir-146a und nicht auf weitere transkriptionelle Induktion zurückzuführen zu sein.  
Die starke Expression der antiinflammatorischen miR-146a und die gleichzeitige Abhängigkeit 
von intakter TLR-NF-κB-Signalübertragung deutet darauf hin, dass dieser Signalweg eine 
entscheidende Rolle für die Reaktion von Makrophagen auf OMVs von L. pneumophila spielt. 
Es ist beschrieben, dass die Expression von miR-146a die Replikation von Mykobakterien in 
Makrophagen verstärkt (Li et al. 2013). Da die hier durchgeführten Experimente eine starke 
miR-146a-Expression bei gleichzeitig gesteigerter bakterieller Replikation zeigten, sollte 
analysiert werden, ob die Expression der microRNA mit der bakteriellen Replikation verknüpft 
war. Hierzu wurde mittels Transfektion miR-146a in THP-1-Zellen entweder überexprimiert 
(mimic) oder herunterreguliert (inhibitor). Die Überexpression induzierte die miR-146a-
Expression 500-fach und die Transfektion des Inhibitors verminderte die endogene Expression 
um 42 % (siehe Abbildung 5C). In CFU-Assays wurde der Einfluss der Expression von miR-146a 
auf die L. pneumophila-Replikation untersucht. Die Überexpression von miR-146a resultierte in 
einem etwa 27-prozentigen Anstieg der Legionellenreplikation zu beiden Zeitpunkten (siehe 
Abbildung 5D). Im Gegensatz dazu hatte die Transfektion des Inhibitors zur Folge, dass die 
bakterielle Replikation vermindert wurde (24 h p.i.: 11,4 % Reduktion, 48 h p.i.: 14,3 % 
Reduktion).  
Die Aktivierung von TLR2 und die nachfolgende Signaltransduktion über NF-κB scheint nach 
OMV-Behandlung in Makrophagen für die transkriptionelle Induktion von miR-146a 
verantwortlich zu sein. Der weitere Anstieg im Verlauf der Infektion erfolgt durch 
Prozessierung bereits vorhandener pri-mir-146a. Die Expression der antiinflammatorischen 
miR-146a beeinflusst die Replikation von L. pneumophila. 
Ein gut charakterisiertes Zielmolekül von miR-146a ist die Kinase IRAK-1 (Hou et al. 2009; Saba 
et al. 2014). Nach TLR2-Aktivierung vermittelt IRAK-1 die nachfolgende intrazelluläre 
Signalübertragung. IRAK-1 wird phosphoryliert, polyubiquitiniert und anschließend degradiert 
(Flannery und Bowie 2010). Der untranslatierte Bereich im 3‘-Ende (3‘ UTR) der IRAK-1 mRNA 
kann durch miR-146a gebunden werden, was die Translation der mRNA vermindert (Chassin et 
al. 2010). Die Analyse der Proteinexpression von IRAK-1 nach OMV-Stimulation von THP-1-
Zellen zeigte, dass die Zellen zum Zeitpunkt der Infektion stark reduzierte IRAK-1 Proteinmenge 
aufwiesen (siehe Abbildung 6A). Die niedrigste OMV-Dosis reduzierte IRAK-1 um 30 %, 1 µg/mL 
OMVs führten zu einer 70-prozentigen Abnahme von IRAK-1 und die höchste Dosis zu einer 
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Reduktion um 80 %. Die Infektion der vorbehandelten Zellen reduzierte die IRAK-1-Expression 
weiter als die alleinige Infektion der Makrophagen mit L. pneumophila (48 h p.i.; Infektion: 
30 % IRAK-1, Kombination OMV mit Infektion: 10 % IRAK-1). Im Gegensatz dazu führte die 
Behandlung mit LPS/IFN-γ zu einem Anstieg des IRAK-1-Proteins (0 h p.i.: 80 % Anstieg). Im 
Verlauf der Infektion wiesen diese Zellen stets eine höhere IRAK-1-Expression auf als OMV-
behandelte Zellen.  
Da THP-1-Zellen anders auf die Vorbehandlung mit LTA-Präparationen oder LPS reagierten als 
auf OMVs, wurden die Proteinmengen von IRAK-1 auch hier betrachtet. Die Stimulation mit 
diesen spezifischen, unbelebten TLR-Liganden hatte ebenfalls eine Reduktion von IRAK-1 zur 
Folge (siehe Abbildung S9C+D). Die Behandlung mit LTA-Präparationen führte zu einer 
Abnahme von IRAK-1 um 17 % und LPS-Gabe resultierte in einem 19-prozentigen Rückgang 
von IRAK-1. Mit zusätzlicher Infektion der Zellen ging das IRAK-1-Protein weiter zurück. Im 
Gegensatz dazu erzielten 10 µg/mL OMVs einen Rückgang um 70 %, der über den Verlauf der 
Infektion stabil blieb.  
Da eine längere Abwesenheit von IRAK-1 für die Legionellenreplikation von Vorteil zu sein 
scheint, wurden Experimente mit siRNA-vermitteltem knockdown von IRAK-1 durchgeführt. 
Die Transfektion von siIRAK-1 führte zu einer Abnahme der IRAK-1-Proteinexpression um 50 % 
im Vergleich zur Kontrolltransfektion (scramble, scr; siehe Abbildung 6B). Die Expression von 
IRAK-1 war im Verlauf des Experiments stabil. Nach 24-stündiger Infektion konnte keine 
Veränderung der Legionellen-Last in THP-1-Zellen mit und ohne siIRAK-1 nachgewiesen 
werden. Weitere 24 h später kam es zu einem Anstieg der Legionellenreplikation um 75 % in 
siIRAK-1 transfizierten Zellen im Vergleich zur scr-Kontrolle (siehe Abbildung 6C). Da es sich bei 
IRAK-1 um ein wichtiges Protein im TLR/IL-1R-Signalweg handelt, wurde die Expression von 
Makrophagen-Markern überprüft. Die Transfektion von siIRAK-1 und die nachfolgende 
Infektion mit L. pneumophila resultierte in einer verminderten Expression von IL-1β, TNF-α und 
IL-6 im Vergleich zu scr-Kontrolle (siehe Abbildung 6D-F). Im Gegensatz dazu war die 
Expression des STAT6-abhängigen CD206 nicht durch die Transfektion von siIRAK-1 beeinflusst 
(siehe Abbildung 6G).  
Die durchgeführten Experimente zeigen, dass die Behandlung von Makrophagen mit 
L. pneumophila-OMVs zur TLR2-NF-κB-vermittelten Expression von miR-146a führen. IRAK-1 
wurde durch die TLR2-Aktivierung degradiert und seine Translation durch miR-146a gehemmt. 
Somit war IRAK-1 verlängert abwesend. Dies scheint für die Legionellenreplikation förderlich 
zu sein.  
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3 Diskussion 
Um mit ihrer Umwelt in Kontakt zu treten sekretieren Bakterien verschiedenste Moleküle 
(Cambronne und Roy 2006). Sowohl eukaryote als auch prokaryote Zellen können Moleküle 
nicht nur frei ins extrazelluläre Milieu abgeben, sondern außerdem in Form extrazellulärer 
Vesikel. Die von gramnegativen Bakterien sezernierten Vesikel werden als outer membrane 
vesicles (OMV) bezeichnet. Sie werden von der äußeren Membran abgeschnürt, transportieren 
Endotoxin und verschieden bakterielle Antigene (Beveridge 1999). Sie sind daher potente 
proinflammatorische Mediatoren für verschiedene Zelltypen (Kuehn und Kesty 2005). 
Acinetobacter baumannii-OMVs aktivieren Epithelzellen, wodurch diese Zytokine freisetzen  
(Jun et al. 2013). Zusätzlich führen OMVs von Clostridium perfringens zur Stimulation von 
murinen Makrophagen (Jiang et al. 2014). L. pneumophila, ein Erreger schwerer, atypischer 
Pneumonien, produziert ebenfalls OMVs. Diese werden durch Alveolarmakrophagen 
aufgenommen und können humanes Lungengewebe schädigen (Jager et al. 2014). Die 
Mehrheit der bisher publizierten OMV-Studien beschäftigt sich mit dem Einfluss der 
bakteriellen Vesikel auf ihre Zielzelle oder ihr Zielgewebe. In dieser Arbeit sollte der Einfluss 
von L. pneumophila-OMVs auf humane und murine Makrophagen und eine nachfolgende 
Infektion dieser Zellen mit L. pneumophila untersucht werden.  
THP-1-Zellen reagierten bereits auf eine Exposition mit 0,01 µg/mL L. pneumophila-OMVs mit 
der Sekretion von IL-8. Die Reaktion der Makrophagen verhielt sich zeit- und dosisabhängig. 
Außerdem sekretierten die Zellen IL-1β, IL-6, IL-10 und TNF-α abhängig von der verwendeten 
OMV-Dosis. Die durch die OMVs hervorgerufene Reaktion ist vergleichbar mit der, die 
L. pneumophila hervorruft (Schmeck et al. 2007). Primäre humane Makrophagen reagieren auf 
0,3 µg/mL L. pneumophila-OMVs mit der Freisetzung von TNF-α (Jager et al. 2014). Im 
Gegensatz zu Makrophagen benötigt eine Typ II-Pneumozyten-Zelllinie (A549) wesentlich 
höhere OMV-Dosen, um eine proinflammatorische Reaktion hervorzurufen (50 µg im Vergleich 
zu 0,01 µg/mL) (Galka et al. 2008). Um die in vitro Experimente den realen 
Infektionsbedingungen so gut wie möglich anzugleichen, wurden LPS-Messungen 
durchgeführt. Die mittels differentieller Ultrazentrifugation angereicherten vesikulären 
Strukturen aus Infektionsexperimenten wurden hinsichtlich ihres relativen LPS-Gehalts 
quantifiziert und die zur Stimulation verwendeten OMV-Mengen angepasst. 
Da OMVs LPS auf ihrer Oberfläche tragen (Akamine et al. 2005; Shim et al. 2009), wurde der 
Einfluss von LPS auf die Aktivierung von Makrophagen durch OMVs untersucht. mBMDM von 
TLR2/4-/--Mäusen zeigten eine reduzierte CXCL1-Freisetzung im Vergleich zu mBMDM von 
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Wildtyp-Mäusen. Hierbei handelt es sich um ein funktionelles Homolog des humanen IL-8 (Call 
et al. 2001). Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Jäger et al. überein, die zeigen konnten, 
dass HEK293-Zellen auf OMVs von L. pneumophila reagieren, wenn TLR2 überexprimiert wird 
(Jager et al. 2014). LPS scheint also das wichtigste Stimulans auf L. pneumophila-OMVs zu sein.  
Da L. pneumophila-OMVs das TLR5-aktivierende Flagellin enthalten können (Schmeck et al. 
2007; Galka et al. 2008), wurde dessen Einfluss auf THP-1-Zellen untersucht. OMVs einer 
Flagellin-defizienten Legionellenmutante verhielten sich in Stimulationsexperimenten wie 
OMVs von Wildtyp-Legionellen. 
Die Infektion von Makrophagen mit L. pneumophila führte zur Expression von Markern 
klassisch aktivierter Makrophagen (M1), welche hauptsächlich eine proinflammatorische 
Immunantwort induzieren. Wurden die Zellen hingegen vor der Infektion mit OMVs inkubiert, 
stieg die Expression dieser M1-Marker durch die Infektion nicht weiter an. Eine verminderte 
Reaktion von Makrophagen gegenüber klassischer TLR-Stimuli wurde auch nach Behandlung 
mit OMVs von Brucella abortus beobachtet. Hier sekretierten OMV-behandelte THP-1-Zellen 
weniger TNF-α und IL-8, wenn sie mit LPS, Pam3CSK4 oder Flagellin inkubiert wurden (Pollak et 
al. 2012). Für Porphyromonas gingivalis-OMVs ist ebenfalls beschrieben, dass sie die TNF-α-
Reaktion auf einen zweiten LPS-Stimulus vermindern (Duncan et al. 2004). 
L. pneumophila-OMV-Vorbehandlung veränderte die Phagozytose-Kapazität der Makrophagen 
bei einer nachfolgenden Infektion nicht. Jedoch war die Replikation von L. pneumophila nach 
24-stündiger Infektion dosisabhängig reduziert. Im Gegensatz zur frühen Phase der Infektion, 
konnte nach einer längeren Infektion (48 h) eine vermehrte bakterielle Replikation in OMV 
vorbehandelten Makrophagen beobachtet werden. Ein vergleichbarer Effekt in der frühen 
Phase der Infektion wurde durch die Vorbehandlung der THP-1-Zellen mit LPS/IFN-γ erzielt. 
Hierbei handelt es sich um einen klassischen Aktivator für Makrophagen, es kommt zu 
vermehrtem Abtöten der Bakterien (Santic et al. 2005). Diese OMV-vermittelte Einschränkung 
der Legionellenreplikation scheint nicht von transportierten Nukleinsäuren oder Flagellin 
abzuhängen, welches durch Experimente mittels RNase und DNase Verdau von OMVs und 
OMVs von ∆flaA Legionellen gezeigt wurde. Jedoch zeigten sich sowohl die enthaltenen 
Proteine als auch TLR2-Liganden als relevant für den Rückgang der bakteriellen Replikation, da 
die Hitze-Exposition der OMVs den Effekt blockieren konnte, während eine TLR2-Aktivierung 
ihn nachahmen konnte. Darüber hinaus führte die Blockade des kanonischen NF-κB-Signalwegs 
dazu, dass die initiale verminderte Replikation zum Zeitpunkt 48 h p.i. deutlich erhöht war. 
L. pneumophila ist von der Aktivierung anti-apoptotischer NF-κB-Zielgene in den infizierten 
Makrophagen abhängig (Abu-Zant et al. 2005; Losick und Isberg 2006). Die vermehrte 
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Replikation in der späten Phase der Infektion (48 h p.i.) war sowohl in THP-1-Zellen als auch 
primären murinen Makrophagen zu beobachten. Interessanterweise konnten OMVs auch die 
Vermehrung von dot/icm-defizienten Legionellen verbessern. Diese Mutanten sind nicht in der 
Lage, eine LCV in Makrophagen auszubilden und werden daher lysosomal degradiert (Bartfeld 
et al. 2009; Hubber und Roy 2010). Für Mycobacterium bovis (M. bovis)-OMVs ist beschrieben, 
dass diese die bakterielle Replikation in vivo verstärken (Prados-Rosales et al. 2011). Die OMV-
Gabe vor einer Infektion verdoppelte die bakterielle Last in der Lunge der Mäuse und führte zu 
einer vermehrten Ausbreitung der Bakterien in die Milz. Die gesteigerte Legionellenreplikation 
in der späten Phase der Infektion scheint nicht mit Flagellin, den weiteren transportierten 
Proteinen oder Nukleinsäuren zusammenzuhängen. Der beobachtete Effekt konnte nicht 
durch LPS- oder LTA-Gabe nachempfunden werden. In mBMDM ohne membranständigen TLR2 
oder die Adaptermoleküle TRIF und MyD88 konnte die vermehrte Replikation nicht beobachtet 
werden. Ebenso führte die gleichzeitige Inkubation der Makrophagen mit einem IKK-Inhibitor 
zum Verlust der bakteriellen Replikation. Zudem konnte die gesteigerte Replikation durch 
Störung der OMV-Membranintegrität aufgehoben werden. Dies deutet darauf hin, dass nicht 
nur LPS auf der OMV-Oberfläche die Makrophagen aktiviert, sondern dass auch die Form und 
der Kontext, in dem es den Makrophagen präsentiert wird, ausschlaggebend sind. Ellis et al. 
haben ähnliche Beobachtungen für Pseudomonas aeruginosa OMVs beschrieben (Ellis et al. 
2010). LPS ist wichtig für die Bindung der OMVs an die Makrophagenoberfläche und Proteine 
sind essentiell für die Internalisierung der OMVs. Diese beiden Komponenten werden benötigt, 
um das volle Spektrum der Makrophagenaktivierung hervorzurufen. Die Beobachtung, dass die 
LPS-Aggregatgröße dessen Aufnahme beeinflusst (Kitchens und Munford 1998) und dass 
vesikuläres LPS Makrophagen potenter aktiviert als nicht-vesikuläres (Ellis et al. 2010), 
unterstützt die Hypothese, dass die dreidimensionale Struktur der Vesikel ausschlaggebend 
und für die nachfolgende Makrophagenreaktion entscheidend ist. Die hier beschriebenen 
Ergebnisse unterstützen das Modell, dass die Reaktion von Immunzellen vom Kontext abhängt, 
in dem LPS präsentiert wird (Elsbach 2000).   
L. pneumophila ist davon abhängig, eine feine Balance zwischen Immunreaktion und 
erfolgreicher Infektion zu schaffen. Die Infektion induziert die nukleäre Translokation von p65 
und somit sowohl proinflammatorische Zytokine als auch anti-apoptotische Proteine (Losick 
und Isberg 2006; Schmeck et al. 2007). OMVs induzieren ebenfalls die Translokation von p65 in 
den Nukleus. L. pneumophila besitzt Serin/Threonin-Kinasen, die den NF-κB-Inhibitor IκBα an 
den Serinen 36 und 52 phosphorylieren können, was zu dessen Polyubiquitinierung und 
anschließenden Degradation führt. Die Legionellen-Kinasen LnaB und LegK1 führen so zu einer 
IKK-unabhängigen Translokation von NF-κB in den Nukleus und folglich zu einer robusten 
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Aktivierung von anti-apoptotischen und proinflammatorischen Genen (Ge et al. 2009; Losick et 
al. 2010). Da L. pneumophila selbst den NF-κB-Signalweg aktivieren kann, und, wie im CFU-
Assay mit dem IKK-Inhibitor gezeigt, entscheidend von der Aktivierung dieses Signalwegs 
abhängt, legt dies die Hypothese nahe, dass Makrophagen eine bessere Replikationsnische für 
Legionellen darstellen, wenn der NF-κB-Signalweg bereits vor der Infektion aktiviert wurde. 
Neben NF-κB sind aber auch die Signalwege über SAPK/JNK und die p38 MAP-Kinase wichtig 
für die Legionellenreplikation (Welsh et al. 2004). Diese beiden Signalwege sind auch nach IKK-
Inhibitor-Gabe intakt, ihre Beteiligung wurde hier aber nicht untersucht.  
Zu einem späten Zeitpunkt der Infektion (48 h p.i.) konnte ein besseres Überleben der 
Makrophagen beobachtet werden. Dies resultiert vermutlich aus dem aktivierten NF-κB-
Signalweg und dem damit einhergehenden Anstieg der anti-apoptotischen Faktoren wie 
BCL2A1. Dieses BCL2 Familienmitglied kann durch GM-CSF, LPS oder TNF-α NF-κB-abhängig 
induziert werden (Orlofsky et al. 1991; Lin et al. 1993; Karsan et al. 1996; Zong et al. 1999). Der 
Überlebensvorteil OMV-vorbehandelter Makrophagen in einer nachfolgenden 
Legionelleninfektion ist im Einklang mit der Expression von BCL2A1. Die vermehrte bakterielle 
Replikation konnte jedoch nicht mit dem besseren Überleben der Makrophagen in Verbindung 
gebracht werden, da die Blockade von Caspasen nicht zu einer gesteigerten Replikation der 
Legionellen führte. Der Replikationszyklus von Legionellen in eukaryoten Zellen endet mit der 
Induktion der Apoptose der Wirtszellen und ermöglicht so den Austritt der Bakterien aus der 
absterbenden Zelle (Muller et al. 1996; Abu-Zant et al. 2005). Hier wurde jedoch ein Anstieg 
der bakteriellen Replikation bei gleichzeitig verbessertem Überleben der Makrophagen 
beobachtet. Die Immunfluoreszenzexperimente zeigten einen Anstieg der Vakuolenanzahl pro 
Zelle, was den Anstieg der Replikation bei verbessertem Überleben erklären kann. Eine OMV-
Vorbehandlung scheint Makrophagen empfänglicher für eine nachfolgende Infektion mit 
Legionellen und deren interzelluläre Replikation zu machen.  
Bei der TLR-bedingten NF-κB-Aktivierung handelt es sich um einen streng regulierten 
Signalweg. Die Regulation erfolgt nicht nur auf posttranslationaler Ebene der Proteine, 
sondern auch über miRNAs, die die mRNA-Stabilität involvierter Proteine beeinflussen (Ma et 
al. 2011). Durch Inkubation mit L. pneumophila-OMVs stieg die Expression von miR-146a durch 
transkriptionelle Induktion über TLR2 und NF-κB stark an. Diese antiinflammatorische miRNA 
kann die intrazelluläre Replikation von M. bovis in Makrophagen regulieren (Li et al. 2013). 
Hier konnte gezeigt werden, dass die artifizielle Überexpression von miR-146a die Replikation 
von L. pneumophila ebenfalls verstärkte, wohingegen der knockdown in einer verminderten 
Replikation resultierte. Die Transfektion des miR-146a-Inhibitors zeigte schwächere Effekte, da 
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ein funktioneller knockdown einer so stark exprimierten miRNA schwer zu erzielen ist. Des 
Weiteren wurde ein Summensignal gemessen, das aus unterschiedlich effizient transfizierten 
Zellen entsteht. Es ist bekannt, dass die Transfektion von miRNAs die Beladung endogener 
miRNAs in die miRNA-Prozessierungs-Maschinerie beeinflussen kann (Khan et al. 2009). Dies 
könnte wiederum Ziel-mRNAs beeinflussen, die hier nicht untersucht wurden.  
Die gesteigerte bakterielle Replikation von M. bovis nach miR-146a-Überexpression wurde mit 
IRAK-1 in Verbindung gebracht, bei dem es sich um ein gut charakterisiertes Zielmolekül von 
miR-146a handelt (Li et al. 2013). IRAK-1 ist eine wichtige Kinase in der Übertragung von TLR- 
und IL-1R-Signalen in der Zelle, da es die Aktivierung von NF-κB vermittelt (Flannery und Bowie 
2010). Da nach OMV-Stimulation sowohl die Kerntranslokation der NF-κB Untereinheit p65 als 
auch eine lang anhaltende IRAK-1-Degradation beobachtet werden konnte, wurde untersucht, 
ob dies mit der vermehrten Replikation der Legionellen zusammenhängt. Zellen mit 
reduzierter IRAK-1-Expression, vermittelt durch siRNA-Transfektion, zeigten eine vermehrte 
Legionellenreplikation. Die Behandlung mit OMVs führte zu einem stärkeren Effekt auf die 
Replikation von L. pneumophila, vermutlich da der knockdown zu einem weniger starken 
Verlust von IRAK-1 auf Proteinebene führte als die OMV-Behandlung. In siIRAK-1-transfizierten 
Zellen waren Marker für klassisch aktivierte Makrophagen reduziert, ähnlich wie nach OMV-
Stimulation. Es ist bekannt, dass LPS Zellen gegenüber einem zweiten TLR-Stimulus 
desensibilisieren kann, da es zur Degradation von IRAK-1 und zur Expression von miR-146a 
kommt und die Translation von IRAK-1 somit reprimiert wird. Dies resultiert darüber hinaus in 
einer verminderten Zytokinantwort auf einen zweiten LPS-Stimulus (Nahid et al. 2009). Die 
alleinige Aktivierung von TLR2 oder TLR4 war hier jedoch nicht in der Lage, das volle Repertoire 
an OMV-Reaktionen zu imitierten. Obwohl vergleichbare LPS-Mengen zur Stimulation 
verwendet wurden (1 µg OMVs enthielten 220 ng LPS; es wurden 200 ng/mL S. minnesota-LPS 
eingesetzt), war die Reaktion der Makrophagen auf OMVs stärker. Da nach LTA- oder LPS-Gabe 
noch wesentlich höhere verbleibende IRAK-1-Mengen zum Zeitpunkt der Legionelleninfektion 
in den Makrophagen nachzuweisen waren als nach OMV-Gabe, kann dies die 
unterschiedlichen Replikationsbefunde erklären. Im Gegensatz zu den anderen getesteten 
Stimuli (OMVs, LPS, LTA) induzierte die kombinierte Stimulation der Makrophagen mit LPS und 
IFN-γ die Proteinexpression von IRAK-1 sogar. Die Makrophagen waren hier klassisch aktiviert, 
was zur Folge hatte, dass die Legionellen deutlich schlechter replizierten als in nicht-
vorbehandelten Kontrollzellen, da die Makrophagen in der Lage waren die Bakterien lysosomal 
zu degradieren (Santic et al. 2005).  
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Die Beobachtung, dass L. pneumophila-OMVs die Replikation von Legionellen beeinflussen, 
wurde bisher noch nicht beschrieben. Legionellen verfügen über viele ausgeklügelte 
Strategien, um ihre Replikation und Verbreitung zu ermöglichen und dem Immunsystem zu 
entkommen. Sie verändern zelluläre Signalwege, um der lysosomalen Degradation nach ihrer 
Phagozytose zu entkommen, sie verändern den vesikulären Transport, Ubiquitinierung und 
Autophagieprozesse der infizierten Zelle (Hubber und Roy 2010; Joshi und Swanson 2011; 
Kubori und Nagai 2011). So können sie die Oberhand über die angeborene Immunantwort des 
Wirts gewinnen. Die Aktivierung von NF-κB durch L. pneumophila oder deren OMVs führt zur 
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, die sehr wahrscheinlich neue potentielle 
Wirtszellen zum Ort der Infektion locken. Die gesteigerte Infektion von Makrophagen in der 
Gegenwart von OMVs kann also ein wichtiger Pathogenitätsmechanismus von L. pneumophila 
sein.  
In dieser Arbeit wurden ausschließlich in vitro Experimente durchgeführt. Die verwendete THP-
1-Zelllinie wurde von einem einjährigen Patienten mit akuter monozytärer Leukämie 
gewonnen und in vitro differenziert (Chanput et al. 2014). Die Verwendung einer Zelllinie für 
die komplexen Infektionsexperimente war erforderlich, da sich diese leicht kultivieren lässt 
und sie mittels Transfektion modifizierbar ist. Darüber hinaus wurden aber auch primäre 
murine Makrophagen verwendet, die aus Knochenmarksvorläuferzellen differenziert wurden. 
Diese Zellen waren limitiert und konnten so nur für ausgewählte Experimente verwendet 
werden. Da genetische knockouts für wichtige TLR-Signalmoleküle verfügbar waren, wurden 
diese Makrophagen eingesetzt. Weiterführende Experimente könnten in primären humanen 
Alveolarmakrophagen durchgeführt werden, die sich von anderen Subtypen hinsichtlich ihres 
Phänotyps unterscheiden (Hussell und Bell 2014), aber in ihrer Verfügbarkeit stark limitiert 
sind und schwer zu manipulieren sind.  
Es bleibt zu klären, welche Reaktionen L. pneumophila-OMVs in vivo hervorrufen. Der Einfluss 
der Vesikel auf ausgewählte Zielzellen wurde untersucht, jedoch bleibt die Frage offen, ob die 
Reaktionen im komplexen Lungengewebe vergleichbar ausfallen. Hier finden sich neben 
Alveolarmakrophagen vor allem Alveolarepithelzellen, die eine physiologische Barriere für 
Mikroorganismen darstellen und den Gasaustausch gewährleisten (Ward und Nicholas 1984). 
Das Zusammenspiel der verschiedenen Zelltypen und ihre interzelluläre Kommunikation sollte 
untersucht werden.  
Des Weiteren ist zu prüfen, welche OMV-Mengen in vivo unter Infektionsbedingungen 
freigesetzt werden. Es könnten Proben aus einer bronchoalveolären Lavage (BAL) von 
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infizierten Mäusen auf ihren OMV-Gehalt untersucht werden. Außerdem wäre es möglich, in 
einer zu diagnostischen Zwecken durchgeführten BAL beim Menschen OMVs zu quantifizieren.  
Die präsentierten Ergebnisse in Kombination mit den zitierten Studien deuten auf eine 
immunmodulatorische Aktivität von OMVs hin, die den Bakterien helfen könnte, dem Wirts-
Immunsystem zu entkommen. Es ist bekannt, dass Makrophagen in vitro tolerant gegenüber 
TLR-Stimuli werden können. Dies erfolgt vor allem bei hohen Dosen von TLR-Liganden (Foster 
et al. 2007; El Gazzar et al. 2010; McCall et al. 2011). L. pneumophila-OMVs können diese 
Toleranz ebenfalls hervorrufen, wie durch die fehlende Induktion der Zytokingene nach 
Legionelleninfektion gezeigt wurde. Toleranz und Kreuztoleranz sind jedoch kein 
ausschließliches in vitro-Phänomen. Klinische Relevanz hat dies etwa bei Patienten mit 
septischem Schock, bei dem es zur Immunparalyse kommen kann (Biswas und Lopez-Collazo 
2009). Diese Befunde sind wichtige Themen der Makrophagen-Forschung, welche sich aktuell 
nicht nur mit der Toleranzentwicklung sondern auch mit dem Immuntraining befasst. Training 
beschreibt die Beobachtung, dass Monozyten auch noch Tage nach einem ersten, 
subinflammatorischen TLR- oder NLR-Stimulus sehr viel stärker auf einen nachfolgenden 
Stimulus reagieren (Ifrim et al. 2014). Es ist bekannt, dass die Aktivierung der Monozyten über 
JNK- und p38-Signalwege erfolgt und es zusätzlich zu Veränderungen auf Chromatinebene 
kommt. Die Promotoren inflammatorischer Gene werden an Lysin 4 des Histons H3 
trimethyliert, was eine schnelle Expression dieser Gene ermöglicht (Quintin et al. 2012).  
Ein solches Training von Monozyten wird in der aktuellen Literatur kontrovers diskutiert. Es 
gibt sowohl Beschreibungen, dass niedrige LPS-Dosen Mäuse vor septischem Schock schützen 
können (Kopanakis et al. 2013) und dass eine Art Vakzinierung in SCID-Mäusen so möglich ist 
(Kleinnijenhuis et al. 2012). Andererseits wurde beobachtet, dass eine LPS-Vorbehandlung die 
Mortalität in Mäusen in Modellen für septischen Schock erhöhen kann (Chen et al. 2015). Es 
wurden jedoch in allen bisherigen Studien nur pure TLR-Stimuli eingesetzt. Es wäre denkbar, 
dass OMVs durch ihre spezifische Kombination der verschiedensten TLR- und NLR-Liganden 
Immuntraining hervorrufen können.  
Wenn OMVs Mäusen intranasal appliziert würden, könnte der Einfluss auf 
Alveolarmakrophagen in vivo untersucht werden. Je nach Dosis der eingesetzten OMVs 
könnten Toleranz oder Training induziert werden. Hier wäre zu klären, wie sich eine 
nachfolgende Infektion mit Legionellen auswirkt. Bei der Induktion von Toleranz wäre ein 
Anstieg der bakteriellen Replikation auch in vivo zu erwarten. Dies wurde bereits für OMVs von 
M. bovis beschrieben (Prados-Rosales et al. 2011). Käme es jedoch durch die OMV-Exposition 
zum Training der Alveolarmakrophagen, könnte eine nachfolgende Legionelleninfektion 
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schneller bekämpft werden. Die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine würde schneller 
erfolgen, was die Rekrutierung von Immunzellen bewirken würde. So könnte die Infektion 
direkt bekämpft werden. Eine überschießende und langanhaltende Immunantwort, die zur 
Gewebeschädigung führen kann (Medzhitov et al. 2012), würde verhindert. Eine schnellere 
Beseitigung der Infektion durch trainierte Makrophagen würde die Rekrutierung von 
Neutrophilen reduzieren und so das Gewebe weniger durch Neutrophile Elastase geschädigt, 
wie bereits für Infektionen der Lunge mit verschiedenen Burkholderia Spezies gezeigt werden 
konnte (Sahoo et al. 2014). Das Lungenepithel könnte so geschützt werden und die 
Organfunktion gewährleistet bleiben.  
Würden Mäuse hingegen nicht nur intranasal sondern auch intravenös mit OMVs behandelt, 
könnte neben der lokalen Immunität über trainierte Alveolarmakrophagen auch eine 
systemische, adaptive Immunantwort hervorgerufen werden. Die Möglichkeit der 
Immunisierung durch OMVs ist bereits für Neisseria meningitides-OMVs beschrieben (Oster et 
al. 2005), hier werden bereits Impfstoffe in klinischen Studien getestet (O'Ryan et al. 2014). 
Eine L. pneumophila-Infektion kann in Mäusen und Meerschweinchen eine adaptive 
Immunantwort auslösen kann (Blander et al. 1989; Joller et al. 2007). Daher ist es denkbar, 
dass L. pneumophila-OMVs dies aufgrund ihrer ähnlichen Antigenstrukturen ebenfalls können. 
In Meerschweinchen konnte sogar gezeigt werden, dass Legionellen-Kulturüberstand, welche 
OMVs enthält, eine Vakzinierung hervorrufen kann (Blander und Horwitz 1991).  
L. pneumophila-OMVs sind bereits hinsichtlich ihres Proteingehalts charakterisiert (Galka et al. 
2008), jedoch können OMVs auch DNA (Hagemann et al. 2014) und RNA (Ghosal et al. 2015) 
enthalten. Durch Sequenzierung könnten die enthaltenen Nukleinsäuren analysiert werden. 
Bakterielle RNAs können nicht nur endosomale TLRs aktivieren und so proinflammatorisch 
wirken (Eberle et al. 2009; Eigenbrod et al. 2012). Die Tatsache, dass virale miRNAs Säuger-
mRNAs regulieren können (Liang et al. 2012), macht eine Interaktion zwischen bakteriellen 
sRNAs und Säuger-mRNAs denkbar. Die kleinen RNAs in extrazellulären Vesikeln von 
Heligmosomoides polygyrus sind beispielsweise in der Lage, die Wirts-Immunantwort zu 
dämpfen. Dies erfolgt über RNA-Interferenz zwischen einer Nematoden-miRNA und murinen 
mRNAs (Buck et al. 2014). Da die Möglichkeit der Reich-übergreifenden RNA-Interferenz durch 
sRNAs besteht, könnte in der Zukunft untersucht werden, ob OMV-übertragene sRNAs einen 
Einfluss auf Wirts-mRNAs haben.  
Die in vitro und in vivo gewonnen Erkenntnisse können zukünftig neue molekulare 
Mechanismen der Legionelleninfektion aufdecken und so möglicherweise der Entwicklung 
neuer spezifischer Medikamente oder Impfstoffe dienen. 
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Insgesamt konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass OMVs direkt den 
Verlauf einer L. pneumophila-Infektion beeinflussen, indem sie Makrophagen 
proinflammatorisch aktivieren und gleichermaßen die bakterielle Replikation verbessern. Diese 
Eigenschaft scheint mit der TLR2- und NF-κB-abhängigen Expression von miR-146a und der 
daraus resultierenden langen Abwesenheit von IRAK-1 verknüpft zu sein. So können OMVs die 
Replikation von L. pneumophila unterstützen und möglicherweise die Ausbreitung der 
Bakterien in der humanen Lunge ermöglichen. 
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5 Anhang 
5.1 Legionella pneumophila-derived outer membrane vesicles 
promote bacterial replication in macrophages 
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Supporting Information 
S1 Fig. Cell viability after OMV treatment. 
 
THP-1 cells were treated with different doses of OMVs (0.1, 1, 10 μg/mL) and incubated for up 
to 96 h. Cell viability was determined by MTT assay and results are normalized to untreated 
control cells at every time point. Results are presented as mean values of four independent 
experiments, each performed in technical triplicates.  
Statistics: Mann-Whitney test; *p<0.05 compared to 0 μg/mL OMVs. 
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S2 Fig. L. pneumophila replication in THP-1 cells. 
 
(A) THP-1 cells were infected with L. pneumophila at an MOI of 0.5 and bacterial replication 
was determined by CFU assay. Cells were lysed after the indicated time points. Shown are 
mean values of three independent experiments each performed in duplicates. 
(B) L. pneumophila uptake in THP-1 cells after pre-treatment with OMVs (0.1, 1 or 10 μg/mL) or 
LPS/IFN-γ is shown by CFU assay; not pre-treated cells served as a control. Shown are mean 
values of three independent experiments, each performed in duplicates. (C) Bacterial 
replication of L. pneumophila ΔdotA was analyzed in THP-1 cells with OMV pre-treatment (WT 
L. pneumophila) by CFU assay 24 and 48 h p.i.. Results are depicted relative to CFU count of 
not pre-treated (but infected) cells. Shown are mean values of three independent 
experiments, each performed in duplicates.  
Statistics: Mann-Whitney test; *p<0.05 compared to 0 μg/mL OMVs, ns = not significant. 
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S3 Fig. Influence of OMV proteins and TLR2 activation on L. pneumophila replication. 
 
(A) THP-1 cells were pre-incubated with heat inactivated and intact OMVs (1 μg/mL each) 20 h 
before infection with L. pneumophila (MOI 0.5). Bacterial replication was determined by CFU 
assay. Results are depicted relative to CFU count of not pre-treated (but infected) cells. Mean 
values of three independent experiments are shown. (B-F) THP-1 cells were pre-incubated with 
TLR2 blocking antibody or a control (20 μg/mL each) 90 min before OMV stimulation 
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(1 μg/mL). After 20 h of OMV incubation, cells were infected with L. pneumophila (MOI 0.5) 
and lysed for CFU 24 and 48 h p.i. (B). Pre-treatment with LTA (1 μg/mL) or LPS (200 ng/mL) 
served as a control. Results are depicted relative to CFU count of not pre-treated (but infected) 
cells. Mean values of three independent experiments, each performed in duplicates, are 
shown. RNA samples were taken at the time point of infection (0 h) or 24 and 48 h p.i.. qPCR 
was performed for IL-1β (C), TNF-α (D), IL-6 (E), and CD206 (F). Results are calculated relative 
to the time point of infection (0 h) with 1 μg/mL OMV treatment. Mean values of three 
independent experiments are shown. Symbol key from S3B Fig is used also in S3C–S3F Fig. 
(G) Legionella replication was determined by CFU assay in mBMDM. Cells from WT, TLR2-/- and 
TRIF/MyD88-/- mice were pre-treated with 0.1 μg/mL OMV for 20 h and then infected with 
L. pneumophila ΔflaA (MOI 0.5) for 48 h. Bars represent mean values of three biological 
independent experiments, each performed in duplicates.  
Statistics: A: Mann-Whitney test; *p<0.05 compared to corresponding 0 μg/mL OMVs. B: 
Mann-Whitney test; *p<0.05, ****p<0.0001 compared to corresponding 0 μg/mL OMVs. 
#p<0.05 compared to 1 μg/mL OMVs. C-F: Mann-Whitney test; *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, ****p<0.0001 compared to corresponding 1 μg/mL OMVs. G: Mann-Whitney 
test; *p<0.05 compared to WT. 
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S4 Fig. Increased L. pneumophila replication depends on OMV membrane integrity 
and not on flagellin. 
 
(A) THP-1 cells were pre-incubated for 20 h with OMVs (1 μg/mL) from wildtype Legionella or 
Legionella lacking flagellin (ΔflaA) and were then infected with L. pneumophila (MOI 0.5). 
Bacterial replication after OMV pre-stimulation was determined by CFU assay 24 and 48 h p.i.. 
Results are depicted relative to CFU count of not pre-treated (but infected) cells. (B) THP-1 
cells were treated with OMVs (1 μg/mL) which were either untreated or treated with RNase 
(RNase A and RNase III in combination) or DNase alone, respectively, or in combination with 
Triton X-100 (0.3 %). After 20 h pre-incubation, cells were infected with L. pneumophila 
(MOI 0.5) and bacterial replication was assessed by CFU assay 24 and 48 h p.i.. L. pneumophila 
replication is presented relative to not pre-treated but infected cells. Bars show mean values 
of three independent experiments, each performed in duplicates.  
Statistics: A: Mann-Whitney test; *p<0.05 compared to 0 μg/mL OMVs. B: Mann-Whitney test; 
*p<0.05 compared to corresponding OMV treated sample.  
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S5 Fig. Nuclear shuttling of p65 after OMV treatment. 
 
THP-1 cells were treated with 1 μg/mL OMVs for 30 min or left untreated as a control. Protein 
extracts from nucleus and cytosol were generated and the localization of p65 was determined 
by western blot. Lamin C served as a nuclear loading control and β-actin as a cytosolic loading 
control. One representative result is shown. 
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S6 Fig. Cell viability after IKK inhibitor treatment. 
 
THP-1 cells were treated with IKK inhibitor (1 μM) or DMSO as a solvent control 90 min before 
addition of 1 μg/mL OMVs for 20 h in the indicated samples. Cell viability was determined by 
MTT assay and results are normalized to 0 μg/mL OMVs. Bars represent mean values of three 
independent experiments, each performed in triplicates.  
Statistics: Mann-Whitney test; ns = not significant. 
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S7 Fig. OMV pre-treatment increases cell viability throughout a following infection. 
 
(A) THP-1 cells were pre-treated with OMVs (0.1, 1, 10 μg/mL) for 20 h before infection with 
L. pneumophila (MOI 0.5). Cell viability was determined by MTT assay and results are 
normalized to 0 μg/mL OMVs at every time point. Results are shown as mean values of four 
independent experiments, each performed in technical triplicates. (B) OMV-treated THP-1 cells 
(0.1, 1, 10 μg/mL) or control cells were infected with L. pneumophila for 24 or 48 h at an MOI 
of 0.5, respectively. RNA samples were taken at the time point of infection (0 h) or 24 and 48 h 
p.i.. qPCR was performed for BCL2A1 and results are normalized to 0 μg/mL OMVs at 0 h p.i.. 
(C) THP-1 cells were treated with zVAD-fmk (10 μg/mL) or DMSO as a solvent control for 
90 min before the infection with L. pneumophila (MOI 0.5) for 24 and 48 h. Bacterial 
replication was analyzed by CFU assay. Results are present relative to not pre-treated but 
infected control cells. Bars represent mean values of four biological independent experiments, 
each performed in duplicates.  
Statistics: Mann-Whitney test; *p<0.05, ****p<0.0001 compared to 0 μg/mL OMVs or DMSO; 
ns = not significant. 
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S8 Fig. miR-146a induction depends on TLR- and NF-κB signaling. 
  
(A) THP-1 cells were pre-treated with TLR2 blocking antibody (20 μg/mL) or IKK inhibitor 
(1 μM) 90 min before addition of 1 μg/mL OMVs. Cells were infected after 20 h of OMV 
stimulation for 24 and 48 h. RNA samples were taken at the time point of infection (0 h), and 
24 and 48 h p.i. and the expression of miR-146a was analyzed. Bars represent x-fold expression 
and are normalized to untreated control cells. Shown are mean values of three biological 
independent experiments. (B) miR-146a expression was analyzed in mBMDM (WT, TLR2-/-, 
TRIF/MyD88-/-) after the treatment with 0.1 μg/mL OMVs for 20 h. Graph represents x-fold 
expression in comparison to untreated control cells. Bars are mean values of three biological 
independent experiments.  
Statistics: Mann-Whitney test; *p<0.05, **p<0.01, compared to WT. 
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S9 Fig. Varying IRAK-1 degradation after different treatments. 
 
(A-B) Three independent experiments as shown in Fig 6A were quantified and the results 
normalized to untreated control cells. IRAK-1 degradation after (A) OMV or LPS/IFN-γ 
stimulation without infection and (B) pre-stimulation plus infection with L. pneumophila are 
shown. (C) IRAK-1 degradation is shown after pre-treatment of THP-1 cells with LPS 
(200 ng/mL) or LTA (1 μg/mL) 20 h before infection with L. pneumophila (MOI 0.5) at the time 
point of infection (0 h) and 24 and 48 h p.i. One representative experiment out of three 
biological independent experiments is shown. (D) Comparison of remaining IRAK-1 protein 
levels after the different treatments (OMV, LTA, LPS) from S9A and S9C Fig. Mean values of 
three independent experiments are shown.  
Statistics: A-B: Mann-Whitney test; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 compared 
to 0 μg/mL OMVs. #p<0.05 compared to LPS/IFN-γ treated cells. 
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5.2 Angabe der eigenen Anteile an der für die Dissertation 
berücksichtigten Publikation 
Jung AL, Stoiber C, Herkt CE, Schulz C, Bertrams W, Schmeck B. Legionella pneumophila-
derived outer membrane vesicles promote bacterial replication in macrophages. PLoS Pathog. 
2016 Apr 22; 12(4):e1005592 
Der Eigenanteil zur Erstellung dieser Publikation umfasst den Versuchsaufbau, die  
Versuchsdurchführung, die Datenanalyse und Statistik zu Abbildung 2, Abbildung 3, Abbildung 
4, Abbildung 5, Abbildung 6 und Abbildung S1, S2, S3A-F, S4, S6, S7, S8 und S9. Im Rahmen 
eines von mir betreuten Praktikums wurden die in Abbildung 1 gezeigten Experimente 
durchgeführt. Die in Abbildung S3G und S5 gezeigten Versuche wurden durch mich entworfen 
und ausgewertet. Des Weiteren habe ich das Manuskript geschrieben und die präsentierten 
Abbildungen erstellt. 
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5.3 Tabellarischer Lebenslauf  
 
Für den finalen Druck entfernt. 
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5.4 Tagungsbeiträge 
Merkel AL, Heinrich EM, Bolte K, Herkt C, Sittka A, Scheller N and Schmeck B. Legionella 
pneumophila infection of THP-1 cells alters the amount and miRNA content of released 
exosomes (poster presentation) – 11th Annual Retreat of the International Graduate 
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